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Resumen 
En Colombia se producen más de 2’000.000 de tonela-
das de arroz y por lo tanto aproximadamente 400.000 
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Evaluation of the production of lactic acid from rice bran by Lactobacillus delbrueckii
Abstract 
Actually, Colombia produces 2.000.000 of tons of rice and approx. 400.000 tons of rice husk. This is rice sub pro-
duct with high polysaccharides composition and this is utilized for lactic acid production by fermentation, as va-
lorization alternative. In this work, we studied the lactic acid production with rice husk without pretreatment and 
rice husk with alkaline pretreatment with NaOH 2 and 3% (m/v) (121 °C, 0,1 MPa, 1h) in a simultaneous sacchari-
fication and fermentation (HFS) process (40 °C, 100 rpm) for 48 h. The chemical pretreatment is used to increase 
the enzymatic hydrolysis yield by lignin and crystalline cellulose structure degradation. The glucose produced by 
enzymatic hydrolysis (with commercial enzymes), it can be fermented to lactic acid by Lactobacillus delbrueckii. 
In a HFS process, we studied lactic acid production in a different rice husk concentration as substrate (10, 40 y 
80 g/L). The maximum lactic acid concentration was 1,81 ± 0,11 g/L in a 12 h process with rice husk without pre-
treatment as substrate (80 g/L) and the maximum yield product/substrate Yps was 0,075 g of lactic acid/g rice 
husk with 20 g/L of rice husk with NaOH 3% pretreatment as substrate, in a 12 h HFS. The alkaline pretreatment 
is a viable process to produce lactic acid in a low substrate concentrations.
Keywords: Rice husk, simultaneos sacharification and fermentation (HFS), alkaline pretreatment, lactic acid, lig-
nocellulosic biomass.
toneladas de cascarilla. Este es un subproducto con 
altos contenidos de polisacáridos que puede ser uti-
lizado para la producción de azúcares fermentables y 
su posterior biotransformación en ácido láctico, como 
alternativa de valorización. En este trabajo se estudió 
la aplicación de pretratamiento alcalino (NaOH 2 y 3% 
(m/v), 121 °C, 0,1 MPa, 1h) para romper la estructura 
compleja de la cascarilla y favorecer la producción de 
ácido láctico mediante un proceso de hidrólisis y fer-
mentación simultáneas (HFS) (40 °C, 100 rpm, 48 h). 
En el proceso de HFS, se estudió la producción de áci-
do láctico a diferentes concentraciones de cascarilla 
de arroz (pretratada y sin tratamiento) como sustra-
to (10, 40 y 80 g/L), utilizando enzimas comerciales 
y Lactobacillus delbrueckii. La máxima concentración 
de ácido láctico obtenida fue de 1,81 ± 0,11 g/L a las 
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12 h de proceso utilizando cascarilla sin pretratar (80 
g/L) y el máximo rendimiento Yps fue de 0,075 g de 
ácido láctico/g de cascarilla, utilizando 20 g/L como 
sustrato pretratado con NaOH al 3%. Aunque este 
pretratamiento favorece la producción de ácido lác-
tico a bajas concentraciones de sustrato en el proce-
so HFS, es necesario explorar otras posibilidades para 
mejorar los rendimientos obtenidos. 
Palabras clave: cascarilla de arroz, hidrólisis y fermen-
tación simultánea (HFS), pretratamiento alcalino, áci-
do láctico, biomasa lignocelulósica.
Introducción
La industrialización del arroz es una actividad econó-
mica con un impacto relevante en la sociedad y eco-
nomía colombianas. Según estadísticas de Fedearroz 
(Fedearroz, 2014) en los últimos años, el área destina-
da a la producción de arroz en Colombia es de apro-
ximadamente 450.000 Ha, en la cual se generan alre-
dedor de 2 millones de toneladas de arroz y cerca de 
400.000 toneladas de cascarilla por año. Los residuos 
lignocelulósicos generados en el procesamiento del 
arroz como la cascarilla y el tamo (desecho abando-
nado en el sitio de recolección), son materiales consi-
derados de poco valor y en algunos casos son un re-
siduo. La cascarilla de arroz, compuesta por celulosa 
(35-40%), lignina (20-25%) y hemicelulosa (15-20%) 
(Saha et al., 2005), no puede ser empleada en la ali-
mentación de animales debido a su baja digestibili-
dad, la cual es causada por sus características abrasi-
vas y su alto contenido de cenizas y de sílice (Saha y 
Cotta, 2008). La quema de este desecho suele ser la 
única estrategia que se sigue para su eliminación, con 
lo cual se genera un impacto ambiental negativo. El 
poco valor dado especialmente a la cascarilla, se debe 
especialmente a las pocas tecnologías implementa-
das en el país para su procesamiento y posterior valo-
rización, ya que solo se utiliza como combustible sóli-
do, material para abonos y como cama para animales. 
La celulosa, presente en los materiales lignoceluló-
sicos es una fuente importante de azúcares fermen-
tables. Sin embargo presenta zonas cristalinas como 
consecuencia del alto grado de ordenamiento que 
siguen las glucopiranosas cuando se enlazan, lo cual 
muchas veces dificulta la conversión a glucosa (Ba-
dui, 2006). Para lograr una hidrólisis enzimática efi-
ciente es necesario un pretratamiento con el fin de 
abrir la estructura compleja de estos materiales y lo-
grar el acceso de las enzimas celulasas al sustrato. La 
lignina restringe el acceso enzimático y microbiológi-
co a la celulosa y la cristalinidad restringe la velocidad 
de ataque sobre la celulosa (Grohmann et al., 1985). 
Considerando que la lignina es soluble en compuestos 
alcalinos, los tratamientos con NaOH o KOH atacan la 
lignina y por lo tanto mejoran la digestibilidad enzi-
mática de los polisacáridos. 
En este contexto surge la necesidad de evaluar proce-
sos que permitan el aprovechamiento de las fraccio-
nes de la cascarilla de arroz de manera que se permita 
la producción de compuestos de mayor valor agrega-
do. Una de las alternativas es la producción de áci-
do láctico por rutas biotecnológicas, ya que es posible 
la obtención de ácido L(+) puro, materia prima para 
la síntesis de ácido poliláctico, un polímero biodegra-
dable con alto potencial en el mercado como posible 
sustituto de plásticos derivados del petróleo (Illmen 
et al., 2007); además, el ácido láctico es un compues-
to requerido en la industria alimenticia, farmacéutica 
y de textiles (Huang et al., 2005). 
En este trabajo se evaluó el uso de la celulosa con-
tenida en la cascarilla de arroz para la producción de 
ácido láctico mediante hidrólisis enzimática y fermen-
tación simultáneas usando Lactobacillus delbrueckii. 
Para esto se realizó pretratamiento químico sobre la 
cascarilla de arroz, con el fin de cambiar la estructura 
del material y favorecer los procesos de hidrólisis en-
zimática y fermentación. 
Materiales y métodos
Cascarilla de arroz
La cascarilla de arroz utilizada en este proyecto fue su-
ministrada por la planta de Arroz Diana ubicada en El 
Espinal (Tolima). Esta se mantuvo a temperatura de 
18 °C y humedad relativa del 67%. 
Microorganismo e inóculo 
Se utilizó Lactobacillus delbrueckii conservado en glice-
rol a -20 °C, el cual se activó en caldo MRS (De Man, Ro-
gosa & Sharpe) cuya composición (en g/L) es la siguien-
te: peptona 10, extracto de carne 8, extracto de leva-
dura 4, acetato de sodio 5, citrato de amonio 2, K2HPO4 
2, MgSO
4
 x 7H2O 0,2, MnSO4 x H2O 0,055, polisorbato 
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1,08, y glucosa 20, durante 12 horas a 40 °C bajo agita-
ción orbital a 100 rpm. Posteriormente se colocaron 5 
mL del cultivo en 50 mL de caldo MRS, y se dejó en in-
cubación por 24 horas a 40 °C a 100 rpm. Este cultivo se 
utilizó como inóculo para el presente estudio. 
Pretratamiento químico
Se realizó pretratamiento químico con NaOH al 2 y 3% 
(m/v), con relación 50 gramos de cascarilla por cada 
550 mL de la solución. El tratamiento se realizó a 121 
°C durante 1 h. Luego del tratamiento el material se 
lavó con abundante agua y se secó a 60 °C durante 6 
horas. Se analizó la humedad usando un equipo Me-
ttler Toledo HB43-S, para proceder con su caracteriza-
ción (contenido de lignina, celulosa y hemicelulosa) e 
hidrólisis enzimática y fermentación simultáneas.
Hidrólisis enzimática y fermentación si-
multáneas (HFS)
Las unidades experimentales estuvieron constituidas 
por Erlenmeyer de 250 mL, en los que se dispusieron 
100 mL de medio de cultivo MRS sin glucosa y suple-
mentado con 20 g/L, 40 g/L y 80 g/L de cascarilla con 
y sin pretratamiento. El medio de cultivo se preparó 
utilizando buffer de citratos 0´1 M pH 4.5 como base. 
Posteriormente se realizó el proceso de esterilización 
(15 min a 121 °C), se dejó enfriar y se adicionaron 250 
µL de combinación de enzimas celulasas (Celluclast ® y 
N510010 de Novozymes) y 3 mL de suspensión de cé-
lulas de Lactobacillus delbrueckii (109 células/mL) pro-
venientes de un cultivo de 24 horas. 
Las unidades se mantuvieron en incubación y agitación 
orbital 125 rpm, a 40 °C+- 1°C, durante 48 h. Se tomaron 
muestras de todas las unidades cada 12 h, las cuales se 
centrifugaron a 14600 rpm (Thermo Electron Corpora-
tion Espresso centrifuge 11210800) durante tres minu-
tos. El sobrenadante fue filtrado con una membrana 
de 0.20 µm para su análisis de concentración de ácido 
láctico y glucosa por cromatografía líquida.
Cuantificación de lignina, polisacáridos y 
cenizas
Se cuantificó el contenido de lignina y polisacáridos 
(celulosa y hemicelulosa) en la cascarilla original y 
pretratada usando la metodología descrita en los pro-
tocolos de National Renewable Energy Laboratory 
NREL (Sluiter et al., 2008a). Se realizó una hidrólisis 
con H2SO4 72% (v/v) a 30 °C por 60 min seguida de una 
con H2SO4 4% (v/v) a 121 °C por 1 h. Los sólidos inso-
lubles corresponden a la lignina y la composición de 
azúcares monoméricos (determinada por HPLC) en el 
hidrólizado, se usó para calcular el contenido de celu-
losa y hemicelulosa. Las cenizas (minerales) se cuanti-
ficaron por gravimetría de acuerdo a los protocolos de 
la NREL (Sluiter et al, 2008b).
Cuantificación de ácido láctico y glucosa
El contenido de glucosa y ácido láctico fue analizado 
por cromatografía líquida (HPLC) utilizando un de-
tector de índice de refracción. Se utilizó la columna 
Aminex HPX-87H (Bio-RAD), a 60 °C, con H2SO45 mM 
como fase móvil (0,6 ml /min). El cálculo de las con-
centraciones finales obtenidas de ácido láctico y glu-
cosa se realizó mediante el uso de una curva de ca-
libración elaborada usando glucosa anhidra y lactato 
de sodio (SIGMA).
Diseño experimental y análisis estadístico
Se realizó un diseño experimental factorial de 32 de 
medidas repetidas (durante 48 horas) con un total de 
9 experimentos realizados por triplicado. Los facto-
res fueron: tratamiento en tres niveles (sin pretrata-
miento, pretratamiento con NaOH al 2% (m/v), pre-
tratamiento con NaOH al 3% (m/v) y concentración de 
cascarilla en tres niveles (20 g/L, 40 g/L, 80 g/L). Las 
variables de respuesta fueron concentración de áci-
do láctico (AL) en g/L y rendimiento producto-sustra-
to YAL/Ca (gramos ácido láctico/gramos de cascarilla de 
arroz). Estas variables de respuesta se calcularon cada 
12 horas durante 48 horas.
Las muestras se tomaron por triplicado y los resulta-
dos reportados son la media aritmética de los valores 
que se obtuvieron en los experimentos. Con los datos 
obtenidos se realizó un análisis de varianza (Anova) 
con un nivel de confianza del 95 %. Así mismo, se apli-
có una prueba de comparación de medias de Tukey 
para determinar las diferencias entre los pretrata-
mientos, empleando para ello el paquete estadístico 
Statgraphics, versión 5.1.
Resultados y discusión
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Producción de ácido láctico mediante sacarificación 
y fermentación simultánea (HFS) a partir de cascari-
lla no tratada y tratada con NaOH
Obtención de ácido láctico mediante sacarificación 
y fermentación simultánea en cascarilla de arroz sin 
pretratamiento.
En la figura 1 se muestra el perfil de producción de 
ácido láctico a partir de cascarilla sin pretratamiento, 
con concentraciones de cascarilla de 20, 40 y 80 g/L. 
Figura 1. Variación en el tiempo de concentración de ácido láctico y glu-
cosa (valores promedio) a partir de cascarilla de arroz sin pretratar y a 
diferentes concentraciones de sustrato. Ácido láctico (símbolo sólido), 
glucosa (línea punteada, símbolo sin relleno). (-◊-) 20 g/L; (-□-) 40 g/L; 
(-∆-) 80 g/L.
En esta figura se observa un aumento rápido de la 
concentración de glucosa y consumo de la misma 
para la producción de ácido láctico. Después de las 
24 horas del proceso se encontró disminución de la 
concentración de glucosa a valores aproximadamente 
constantes durante el tiempo restante (0,3 g/L). Simi-
lar resultado reportó Quatravaux et al. (2006) en sus 
investigaciones realizadas con L. plantarum, el cual 
consumió el 56-89% de la glucosa inicial durante las 
primeras 8 h y la había consumido casi por completo 
a las 12 h. 
La máxima concentración de ácido láctico obtenida 
fue de 1,81 ± 0,11 g/L, la cual se logró con una con-
centración de sustrato de 80 g/L en el proceso de 
HFS. El principal beneficio que se deriva de llevar a 
cabo el proceso de hidrólisis enzimática y fermen-
tación simultánea es la disminución en la inhibición 
que causa la acumulación de glucosa, de manera 
que este azúcar es transformado tan pronto se gene-
ra, incrementándose a su vez la productividad. Por 
otro lado y considerando el comportamiento tanto 
de la producción de ácido láctico como del consumo 
de sustrato, se observó una limitación del sustrato, 
pues la hidrólisis de la cascarilla ocurrió principal-
mente durante las 12 primeras horas del proceso, lo 
que favoreció la producción de ácido láctico en ese 
período. 
La disminución en la concentración del ácido láctico 
luego de las 12 horas puede atribuirse a la baja dis-
posición de glucosa que pudiera ser fermentada por 
Lactobacillus delbrueckii. Debido a lo anterior, las cé-
lulas de la bacteria consumieron la glucosa disponible 
en etapas tempranas de la fermentación y pronto se 
encontraron ante la ausencia de este sustrato. Algu-
nos autores (Monteagudo et al., 1997), han reportado 
que en las fermentaciones con L. rhamnosus, una vez 
se había consumido la totalidad de la glucosa, se ini-
ció una producción de ácido acético a partir del ácido 
láctico producido. Otros autores (Quatravaux et al., 
2006), reportaron que algo muy similar ocurre con L. 
plantarum una vez se han consumido todos los azúca-
res susceptibles de ser transformados. En ese trabajo 
se describe que el ambiente bajo el cual se propicia 
la generación de ácido acético a partir de ácido lácti-
co es aerobio y que mediante oxidación se obtienen 
también H2O2, CO2 y ATP, resultados del estrés oxida-
tivo. En este trabajo las condiciones de agitación se 
usaron para favorecer la hidrólisis enzimática pero pu-
dieron favorecer también la conversión de ácido lác-
tico en ácido acético. La conversión del ácido láctico 
está conformada por una serie de pasos, el primero 
de ellos, está constituido por la transformación de 
este ácido a piruvato gracias a la inmediación de la 
lactato deshidrogenasa; el piruvato es catabolizado a 
acetil-fosfato el cual finalmente da origen al acetato 
(Murphy et al., 1985). 
Cabe resaltar que los cultivos con los que estos inves-
tigadores trabajaron tuvieron durante toda la fermen-
tación dos flujos de aire distintos y la cantidad de oxí-
geno disuelto se varió manipulando la agitación. Estos 
autores también afirman que luego de 12 h, todas los 
cultivos de L. plantarum sometidos a aireación inicia-
ron el consumo del ácido láctico que habían produ-
cido para transformarlo a ácido acético. Algo similar 
ocurrió en el presente trabajo.
Para el caso particular de Lactobacillus delbrueckii, 
otros autores (Teysset-Marty et al., 2000) observaron 
que la inhibición en el crecimiento celular es causa-
da por la exposición a una aireación permanente, ya 
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que esta condición permitía la generación y acumu-
lación de H2O2 en el medio. Esta inhibición inducida 
por la presencia de oxígeno es el resultado de lo que 
se conoce como estrés oxidativo y se encuentra ade-
más asociada a que las células bacterianas detengan 
la producción de ácido láctico. Sin importar que L. del-
brueckii sea un microorganismo capaz de tolerar cier-
tas concentraciones de oxígeno disuelto, la presencia 
de este genera cambios en su metabolismo ocasio-
nando el consumo del ácido láctico. 
Obtención de ácido láctico mediante  
sacarificación y fermentación en cascarilla 
de arroz pretratada con NaOH al 2% y 
NaOH al 3%
En la Figura 2 (A y B) se muestra el perfil de produc-
ción de ácido láctico a partir de cascarilla de arroz pre-
tratada con NaOH al 2 y 3%, respectivamente. 
Cuando se aplica la evaluación estadística Anova del 
efecto del pretratamiento, se encuentra que este fac-
tor es estadísticamente significativo sobre las varia-
bles de respuesta. La prueba de comparación de me-
dias (prueba de Tukey) muestra que, en cuanto a ob-
tención de ácido láctico (g/L), existe diferencia esta-
dísticamente significativa, con un nivel de confianza 
del 95%, entre la cascarilla de arroz sin pretratamien-
to y aquella sometida a pretratamiento (con NaOH al 
2 y 3%). 
Cuando se aplica la prueba de comparación de me-
dias entre las concentraciones de ácido láctico obteni-
das bajo las dos condiciones de pretratamiento, se en-
cuentra que no existe diferencia estadísticamente sig-
nificativa entre ellas. De acuerdo a lo anterior, puede 
afirmarse que entre pretratamientos no se presentó 
una variación importante en cuanto a la producción 
de ácido láctico. 
La mayor concentración de ácido láctico se obtiene 
con la mayor concentración de sustrato en el proce-
so (80 g/L). Se obtuvieron valores de 1,44 ± 0,15 g/L 
utilizando cascarilla de arroz pretratada con NaOH al 
2% y de 1,64 ± 0,08 g/L con cascarilla pretratada con 
NaOH al 3%. Estos resultados se obtuvieron a las 12 
h. Estos valores son similares a los obtenidos en ma-
terial sin pretratamiento (1,81 ± 0,11 g/L). Es posible 
que la alta concentración del sustrato afecte el acce-
so de las enzimas al sustrato, especialmente cuando 
el material es pretratado, ya que el comportamien-
to es diferente a 20 g/L de sustrato, con cascarilla 
pretratada con NaOH al 3% el valor obtenido es 1,43 
g/L, con NaOH al 2% 1,32 g/L mientras que con ma-
terial sin pretratar la concentración de ácido láctico 
apenas alcanzó 0,97 g/L. El efecto positivo del pre-
tratamiento alcalino, es notable cuando el proceso 
de HFS se realiza con baja concentración de sustrato, 
lo que favorece la hidrólisis enzimática y la produc-
ción de AL. 
A
B
Figura 2. Variación en el tiempo de concentración de ácido láctico y gluco-
sa (valores promedio) a partir de cascarilla de arroz pretrada con NaOH al 
2% (A) y NaOH al 3% (B) a diferentes concentraciones de sustrato. Ácido 
láctico (símbolo sólido), glucosa (línea punteada, símbolo sin relleno). (-◊-) 
20 g/L; (-□-) 40 g/L; (-∆-) 80 g/L.
En la Tabla 1, se encuentran los datos obtenidos de la 
caracterización de los materiales sin pretratar y tra-
tados. En cuanto al contenido de los polisacáridos 
se evidenció que el tratamiento con NaOH afecta las 
fracciones de lignina y sílice, ya que se encontró una 
mayor concentración de los polisacáridos. Aunque 
existen reportes de concentraciones de NaOH cerca-
nas a 1M para extraer el sílice (Kalapathy et al., 2000), 
bajo las condiciones evaluadas, se logra obtener sili-
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cato de sodio, lo que se evidenció en la formación de 
geles durante la experimentación y al menor conteni-
do de minerales en los materiales pretratados. 
En el caso de la concentración de ácido láctico des-
pués de las 12 horas de HFS, esta tiende a disminuir 
de manera sostenida hasta el final del proceso, pre-
sentando un comportamiento similar al obtenido con 
cascarilla sin pretratamiento. 
Tabla 1. Composición de la cascarilla de arroz (%)
Sin pretratamiento Pretratada NaOH 2% Pretratada NaOH 3%
Lignina 24,45 ± 1,46 22,69 ± 1,20 21,49 ± 0,18
Celulosa y hemicelulosa 40,34 ± 1,26 75,64 ± 1,16 76,74 ± 1,06
Cenizas 15,89±0,04 1,70±0,03 1,76±0,05
Relacionado con los rendimientos, en la Figura 4 se encuentran los rendimientos obtenidos Yxs (g AL/g Ca) a las 
12 horas de proceso. En esta figura se comparan los 



























Figura 4. Rendimientos obtenidos Yxs (g AL/g Ca) a las 12 horas proceso 
Se encontró que con una concentración de 20 g/L 
de sustrato, los rendimientos mejoran con el pretra-
tamiento alcalino, siendo el máximo valor obtenido 
(0,075 g AL/g Ca) con material pretratado con NaOH 
al 3%. Esta relación es inferior a la que reportan Sree-
nath et al. (2001), quienes obtuvieron 0.354 g de áci-
do láctico/g de fibra de alfalfa sin pretratamiento me-
diante sacarificación y fermentación simultánea y em-
pleando L. delbrueckii. El menor rendimiento repor-
tado en el presente estudio pudo ser causado prin-
cipalmente por la complejidad de la estructura de la 
cascarilla de arroz debido al contenido de sílice que 
además de la lignina constituyen una barrera al apro-
vechamiento de la fracción de celulosa. 
Conclusiones
Se logró producir ácido láctico mediante la hidrólisis 
enzimática y fermentación de cascarilla de arroz sin 
pretratamiento y con tratamiento alcalino (NaOH 2 y 
3%) utilizando Lactobacillus delbrueckii. Se evaluó el 
efecto de la aplicación de un pretratamiento quími-
co (NaOH al 2 y 3%) sobre el rendimiento de ácido a 
partir de la cascarilla, encontrándose valores de con-
centración de ácido láctico significativamente mayo-
res que los obtenidos con material sin pretratar a ba-
jas concentraciones de sustrato en el HFS (20 g/L). En 
este trabajo, se identificó que el pretratamiento afec-
ta principalmente las fracciones de sílice y lignina, lo 
que favoreció la producción de ácido láctico.
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El mayor valor de concentración de ácido láctico en 
este trabajo se presentó utilizando cascarilla sin pre-
tratamiento (80 g/L), siendo este de 1,81 ± 0,11 g/L a 
las 12 horas de proceso. Utilizando cascarilla pretrata-
da con NaOH al 2%, el mayor valor de concentración 
de ácido láctico obtenido fue de 1,44 g/L y tratada con 
NaOH al 3% se alcanzó un valor de 1,64 g/L. En cuan-
to al rendimiento Yps, el máximo valor se obtuvo en 
material pretratado con NaOH al 3% (0,075 g de ácido 
láctico/ g de cascarilla), utilizando una concentración 
de sustrato de 20 g/L a las 12 horas de proceso. 
Un factor que tuvo un papel predominante en la pro-
ducción del ácido láctico fue la agitación a la que se 
mantuvieron las unidades de fermentación, puesto 
que la aireación y limitación de sustrato ocasionó es-
trés oxidativo, convirtiendo el ácido láctico produci-
do a ácido acético, factor que debe considerarse en la 
evaluación de este tipo de procesos. Estos resultados 
constituyen información valiosa, en la búsqueda de 
alternativas de valorización de la cascarilla de arroz. 
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